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Introduzione 

Scopo della tesi 

Scopo della presente tesi è quello di utilizzare modelli animali alternativi per lo studio di 
patologie neurointestinali quali la CIPO (Chronic Intestinal Pseudo-Obstruction). 

Con il termine collettivo di sindrome da pseudo-ostruzione intestinale cronica (CIPO) ci si 
riferisce a difetti della motilità gastro-intestinale e alla costipazione cronica. Questi difetti 
possono interferire con la qualità di vita dei pazienti, sono estremamente difficoltosi in 
termini di diagnosi, interpretazione patogenetica e trattamento, hanno una prognosi 
infausta e possono avere origine sia neurogena che miogena. Una genetica semplice 
sebbene molto eterogenea è suggerita dall'esistenza di diversi modelli di topo e da pochi 
casi familiari. Tuttavia, nonostante i molti tentativi, solo pochi geni causativi sono stati 
identificati fino ad oggi. L’Istituto Giannina Gaslini di Genova negli ultimi 20 anni ha 
raccolto una numerosa coorte di pazienti affetti da CIPO che è stata sottoposta ad una 
attenta analisi istopatogenetica. In particolare, utilizzando il sequenziamento di nuova 
generazione (NGS) il gruppo della Dott.ssa Ceccherini ha identificato dei nuovi geni 
candidati. In questi ultimi anni il laboratorio dove ho eseguito la mia tesi di laurea sta 
svolgendo delle analisi in vivo utilizzando come organismo modello lo zebrafish ( Danio 
reno), al fine di comprendere i meccanismi patogenetici di questi nuovi geni CIPO. 

Per tale motivo, durante la mia tesi mi sono occupata di indagare il ruolo di alcuni di questi 
geni candidati nello sviluppo e differenziamento del sistema nervoso enterico (SNE) di 
zebrafish, poiché i difetti più evidenti in questi pazienti sono a questo livello. 

Abbiamo utilizzato lo zebrafish perché l'intestino e il suo sviluppo è molto simile a quello 
dell'uomo anche se più semplice (Wallace et al 2005), inoltre la maggior parte dei 
meccanismi molecolari coinvolti nello sviluppo del SNE sono conservati tra lo zebrafish e 
l’uomo (Shepherd e Eisen 2011). 

Geni candidati della CIPO 

Dalle analisi di NGS diversi geni candidati sono risultati contenere mutazioni nei pazienti 
affetti da CIPO. Noi ci siamo concentrati in particolare su due geni: Brfl e Btbcló. Nel 
genoma di zebrafish sono presenti due ortoioghi per ciascun gene: Brfl a e Brflb, Btbclóa e 
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Btbdób. Come nei mammiferi, il gene Btbdó è codificato da un introne del gene Brfl con 
orientamento opposto (Figura 1). 

Il gene Brfl codifica per una delle tre subunità del complesso di fattori di trascrizione della 
RNA polimerasi III. Questo complesso svolge un ruolo centrale nell'inizio della 
trascrizione di geni che codificano per tRNA, rRNA 5S e altri piccoli RNA strutturali ed è 
implicato in processi fisiologici quali senescenza, trascrizione genica, proliferazione, 
crescita e apoptosi oltre che nella trasformazione neoplastica di diversi tipi cellulari. 

Il gene Btbdó ( BTB domain containing 6) codifica per una proteina adattatrice del 
complesso CUL3 E3 ubiquitin-protein ligasi ed è coinvolto nello sviluppo neurale tardivo e 
nella formazione muscolare. In Xenopus è coinvolto a diversi livelli nel differenziamento 
neuronaie. 

Nell'ambito di questa tesi, questi geni sono stati clonati in zebrafish in modo da verificarne 
l'espressione in embrioni w hole mount mediante ibridazione in situ. 


btbdób BTB (POZ) domain containing 6b [ Danio rerio (zebrafish) ] 

Location : chromosome: 20 

Sequence : Chromosome: 20; NC_007131 .5 (20999987. .21004942, complement) 


[ 20888907 ► 

I 

ckbb ^ xrccO-^ * 1 
brflb 

btbd6b^ 

si !dkey-219e-20*2 

btbdóa BTB (POZ) domain containing 6a [ Danio rerio (zebrafish) ] 

Location : chromosome: 1 3 

Sequence : Chromosome: 13; NC_007I24.5 (33618068. .33623756, complement) 

See btbdóa in MapViewer 

Chromosome 13 - NC_007 124.5 

[ 335660 57 ► [ 33692982 ^ 

I I 

Z 9 c : 1 721 20 t brfl « 

brfla ► btbd&«4— LOCI 01 833527 

z$c S136302 

Figura 1 Localizzazione dei geni Btbdó e Brfl nel genoma di zebrafish. Dal sito del National Center 
for Biotechnology Information (www.ncbi.nlm.nih.gov). 


[21413570 ► 


nudt-14 
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Lo zebrafish come modello di studio 



Figura 2 Due esemplari di Danio rerio. In alto un maschio, con il corpo tendenzialmente più 
affusolato; in basso una femmina, con il corpo più tondeggiante 

Lo zebrafish ( Danio reno ) è un pesce tropicale di piccole dimensioni (4-6 cm) 
appartenente alla famiglia Cyprinidae, che vive in acqua dolce ad una temperatura 
compresa tra i 26°C e i 28°C. Grazie ad alcune peculiari caratteristiche questo organismo si 
è rivelato un ottimo modello di studio. 

In primo luogo, lo zebrafish è un organismo facilmente mantenibile in laboratorio grazie 
alle ridotte richieste alimentari e di spazio: per via delle sue piccole dimensioni non 
richiede né grandi stabulari né particolari apparecchiature. Il mantenimento di zebrafish è 
in effetti piuttosto semplice: gli animali adulti vengono acquistati da un rivenditore 
autorizzato e mantenuti in uno stabulario apposito all’ interno di vasche medio-piccole a 
temperatura controllata. 

Un altro motivo che rende lo zebrafish un ottimo modello di studio è il fatto che il suo 
genoma è completamente sequenziato e disponibile in open source. Inoltre, fin dai primi 
studi genetici è stata dimostrata un'elevata omologia genica tra zebrafish e mammiferi. 

Lo zebrafish presenta un lieve dimorfismo sessuale: i maschi hanno il corpo allungato e 
affusolato mentre le femmine sono più formose e panciute (Figura 2). L’accoppiamento è 
semplice da realizzare in laboratorio e molto prolifica (una femmina può emettere fino a 
200 uova ad ogni evento riproduttivo), caratteristica che contribuisce a rendere lo zebrafish 
un ottimo modello per studi sullo sviluppo embrionale. I maschi e le femmine vengono 
tenuti in vasche separate e messi a contatto a fini riproduttivi. Gli accoppiamenti sono 
allestiti nel seguente modo: alla sera un maschio e una femmina vengono messi insieme 
nello stesso acquario ma separati da una rete divisoria e sono tenuti in queste condizioni 
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per la notte; alle prime luce dell'alba la rete viene rimossa e avviene 1’emissione dei 
gameti. La fecondazione è esterna. È importante che le uova fecondate che si depositano 
sul fondo della vasca siano inaccessibili per gli adulti. A tale scopo viene usata una 
semplice rete. Avvenuta remissione, gli adulti vengono rimessi nelle rispettive vasche e 
vengono prelevate le uova. 

Le uova sono telolecitiche, di medie dimensioni e facilmente manipolabili. Inoltre, per via 
della loro completa trasparenza è possibile visualizzare bene le strutture in formazione. Lo 
stadio di sviluppo degli embrioni viene valutato in base alla morfologia secondo i criteri 
riportati da Kimmel (Kimmel et al. 1995, Figura 3). 

Lo sviluppo embrionale è molto rapido e dopo 24 ore dalla fecondazione (hpf) si possono 
osservare le principali strutture formate. A 72 ore dalla fecondazione avviene la schiusa 
degli embrioni dal corion. Dopo circa 90 giorni gli avannotti raggiungono la maturità 
sessuale e diventano adulti. 



u u : j .j 

16-ctll M-e.B 6Jc.ll 12S-C.B 

1.5 h US h 2 II 2 25 h 



25«c«ll 512-CBll 1k* 

MI» 2.T5I1 Ih 



Figura 3 Schema rappresentante i diversi stadi dello sviluppo embrionale di zebrafish utilizzato per 
l'attribuzione degli stadi (rielaborato da Kimmel et al. 1995). 
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Apparato gastroenterico e sistema nervoso enterico di 
zebrafish 

L'apparato gastroenterico contiene al suo interno un'importante branca del sistema nervoso 
autonomo, detta sistema nervoso enterico (SNE) o metasimpatico, che regola la motilità, 
l'omeostasi e la secrezione del tratto intestinale. Sebbene presenti importanti connessioni 
con le altre due branche del sistema nervoso autonomo (ortosimpatico e parasimpatico), il 
SNE è in grado di operare in autonomia rispetto al sistema nervoso centrale. Infatti è stato 
osservato che animali da laboratorio in cui sono state sezionate le efferenze vagali 
ortosimpatiche e parasimpatiche a livello del tubo digerente mantengono la funzionalità di 
questo organo; gli animali perdono soltanto la possibilità di salivare, dato che il SNE non 
innerva strutture poste superiormente all'esofago, quali le ghiandole salivari (che sono 
innervate dai nervi cranici). Ciononostante, l'attività del SNE può essere modulata dalle 
efferenze parasimpatiche e ortosimpatiche del sistema nervoso autonomo. 

L'apparato gastroenterico dello zebrafish presenta somiglianze con quello dei mammiferi 
sia a livello anatomico che dei meccanismi molecolari dello sviluppo; tuttavia l'architettura 
complessiva dello zebrafish risulta essere più semplice (Wallace et al. 2005, Figura 4). Lo 
zebrafish non presenta uno stomaco, ma l'intestino embrionale è allargato anteriormente e 
funziona da serbatoio alimentare: questa regione è nota come bulbo intestinale, e ha una 
motilità retrograda. Nel bulbo intestinale sono presenti anche cellule caliciformi che 
producono acido e mucine neutre, come nello stomaco dell'uomo. L'epitelio intestinale di 
zebrafish non presenta cripte ed è organizzato in pieghe piuttosto che in veri e propri villi 
(Wallace et al. 2005); inoltre manca anche la tonaca sottomucosa, presente invece nei 
mammiferi, nei quali contiene tessuto connettivo, vasi sanguigni e linfatici. 

La parete dell’intestino dello zebrafish è formata da tre strati concentrici: tonaca mucosa, 
tonaca muscolare e tonaca sierosa. La mucosa, lo strato che delimita il lume, è composta da 
un epitelio cilindrico semplice e dalla lamina propria, un sottile strato di connettivo lasso 
che posto a contatto con la muscolare sottostante. La muscolare è costituita da due strati 
concentrici di muscolatura liscia, uno circolare e uno longitudinale. Tra i due strati di 
muscolatura sono collocati i corpi cellulari dei neuroni del plesso mioenterico, che sono 
deputati alla regolazione della motilità intestinale. Esternamente, l’intestino è rivestito da 
uno strato di tessuto connettivo, la sierosa. 
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Figura 4 Architettura dell’intestino di mammifero e di zebrafish a confronto. Lo schema illustra gli 
strati che costituiscono la parete dell’intestino di mammifero (A) e di zebrafish (B). Si nota che lo 
zebrafish manca della muscolaris mucosae (la linea nera tra la lamina propria e la sottomucosa in A) e 
della sottomucosa. L’epitelio alla base delle pieghe è separato dalla muscolatura circolare da un 
sottile strato di tessuto connettivo. L’epitelio intestinale di zebrafish è organizzato in pieghe piuttosto 
che in veri e propri villi. Inoltre, singoli corpi cellulari di neuroni mioenterici sono presenti sia nei 
mammiferi che nello zebrafish. Tratto da Wallace et al. 2005. 


Il tratto intestinale degli amnioti è composto diviso in intestino tenue e crasso. L’intestino 
tenue è il principale sito di assorbimento dei nutrienti mentre il crasso assorbe acqua e sali. 
L’intestino di zebrafish può essere suddiviso in tre segmenti. Il primo segmento ha 
funzioni di assorbimento e presenta una estesa superficie epiteliale. Il secondo segmento è 
privo di cellule enteroendocrine e sono gli enterociti a produrre gli enzimi per 
l’assorbimento dei nutrienti, inoltre, contiene enterociti con funzioni immunitarie; questa 
regione è analoga all’ileo dei mammiferi, nel quale sono presenti i linfonodi. Il terzo 
segmento presenta pieghe corte e disposte longitudinalmente ed è privo di enterociti con 
funzioni di assorbimento, come il colon dei mammiferi. 

Nei mammiferi il SNE è costituito da due strati distinti di gangli enterici: i plessi 
sottomucoso e mioenterico. Lo zebrafish, invece, è privo dei neuroni sottomucosi e i 
neuroni mioenterici sono disposti singolarmente o a coppie (Wallace et al. 2005). Il SNE è 
costituito da diversi tipi di neuroni enterici (motoneuroni e intemeuroni), afferenti 
principali e neuroni intrinseci. Ogni classe può essere ulteriormente suddivisa in base a 


6 


morfologia, fisiologia, e biochimica neuronaie. Il numero dei neuroni enterici aumenta 
notevolmente dopo tre giorni dalla fecondazione (Wallace 2005). 

Sviluppo del sistema nervoso enterico 

Il sistema nervoso enterico di zebrafish origina dalle creste neurali (Kelsh e Eisen 2000). 
Coerentemente con la maggior semplicità dell'intestino dello zebrafish rispetto a quello dei 
mammiferi, anche la migrazione delle cellule della cresta neurale destinate a colonizzare 
l’intestino è più semplice rispetto a quella che avviene nei mammiferi. Nei mammiferi i 
precursori del SNE derivati dalla cresta neurale vagale e sacrale migrano caudalmente 
lungo l'intestino in più catene che seguono lo sviluppo dell'intestino in traiettorie complete 
e imprevedibili; invece nello zebrafish i precursori migrano dalla cresta neurale vagale fino 
alEestremità anteriore dell'intestino primordiale, si associano con esso e poi migrano 
attraverso due catene parallele per tutta la lunghezza dell'intestino in sviluppo (Shepherd 
2004). In seguito, i precursori del sistema nervoso enterico migrano intorno all'intestino e 
si differenziano in neuroni enterici e glia. 

La base dell’induzione e la specificazione per la migrazione della cresta neurale è ancora 
sconosciuta. Comunque sono stati stabiliti ruoli definiti per specifiche vie di segnalazione, 
necessarie per la migrazione dei precursori del SNE; queste vie sono BMP, FGF, WNT e 
Notch/Delta. Inoltre, sono stati identificati numerosi fattori fondamentali per la 
proliferazione e il differenziamento dei precursori quando questi hanno raggiunto 
l’intestino; tali fattori sono PHOX2B, SoxlO, Hoxlla, Hoxb5. Anche la segnalazione 
tramite RET è molto importante: infatti l’mRNA di RET è espresso nei precursori del SNE 
e nei neuroni che si stanno differenziando nell’intestino in sviluppo (Shepherd et al. 2004). 

I progenitori dei neuroni enterici popolano il mesenchima che circonda l’epitelio 
intestinale dello zebrafish a 36 e 74 ore dopo la fecondazione (hpf) (Shepherd et al 2004). 
Nello stesso periodo è stata osservata la presenza dei precursori delle cellule muscolari; tra 
le 58 e 72 hpf, queste popolano e proliferano tutti i segmenti intestinali, così come i 
precursori enterici. In zebrafish il differenziamento dei neuroni enterici inizia intorno a 72 
hpf (Kelsh e Eisen 2000); in seguito il numero e il grado di differenziazione aumenta tra le 
96 e 120 hpf (Kelsh e Eisen 2000; Shepherd 2004). A 72 hpf i corpi cellulari del SNE si 
trovano nella parete intestinale (Shepherd 2000), a 96 hpf le cellule muscolari lisce 
formano un anello continuo intorno all’epitelio dell’intestino, mentre altre si dispongono 
longitudinalmente (Shepherd et al. 2001). Dal momento che i progenitori dei neuroni e 
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delle cellule muscolari lisce popolano l’ intestino a stadi simili si pensa che i tempi di 
differenziamento coincidano. 


Motilità intestinale 

Il sistema nervoso enterico regola la motilità intestinale. Le contrazioni iniziano da un 
punto medio e si propagano anteriormente e posteriormente; le contrazioni retrograde sono 
propulsive mentre quelle anterograde servono per mescolare il cibo. 

La mancata motilità intestinale causa una serie di gravi patologie, dette NID (neuronal 
intestinal dysplasia), che hanno un enorme impatto sulla qualità della vita degli affetti. La 
più diffusa tra queste è il morbo di Hirschsprung, una grave malattia congenita che 
colpisce il tratto gastrointestinale. In questa patologia, i precursori del sistema nervoso 
enterici non raggiungono la parte distale dell'intestino, lasciando il colon sigmoideo e il 
retto senza gangli enterici. In assenza di questi gangli il tratto di intestino è privo di 
motilità e si trova in perenne costrizione, si ha una distensione massiva accompagnata da 
distensione addominale e stipsi cronica. Il morbo di Hirschsprung solitamente si manifesta 
nel neonato, che è privo del suo primo movimento intestinale. Questa patologia si 
manifesta soprattutto nei maschi e ha un'incidenza nella popolazione generale di circa 1 su 
5000 nati vivi. 

La motilità intestinale è data dall’attività coordinata di tre diverse popolazioni cellulari: il 
SNE, le cellule interstiziali di Cajal (ICC) e le cellule muscolari lisce. Anche per le larve di 
zebrafish la motilità intestinale è una condizione necessaria per la sopravvivenza (Kuhlman 
e Eisen 2007). Lo zebrafish, come gli amnioti, presenta le cellule interstiziali di Cajal, 
cellule derivanti dal mesenchima intestinale, che generano onde elettriche che organizzano 
l’attività contrattile del muscolo intestinale in contrazioni fasiche. 

Le prime contrazioni compaiono a circa 3,5 giorni dopo la fecondazione (dpf) (Kuhlman e 
Eisen 2007) ben prima che le larve inizino ad alimentarsi. Le prime contrazioni sono locali 
e iniziano da un punto medio dell’intestino e si propagano anteriormente e posteriormente. 
Le contrazioni retrograde, nell’intestino anteriore, servono per mescolare il cibo, come per 
compensare l’assenza dello stomaco, mentre le contrazioni anterograde sono soprattutto di 
tipo propulsivo. Nell’intestino di zebrafish a 2 dpf vengono rilevate cellule che esprimono i 
marcatori neuronali del SNE già prima dell’insorgenza della motilità (Kelsh e Erise 2000) 
e nei tre giorni successivi il numero di neuroni enterici aumenta notevolmente e nello 

stesso tempo si differenzia anche la muscolatura liscia intestinale (Kelsh e Erisen 2000). 
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Inizialmente, nell’intestino le contrazioni sono SNE-indipendenti e risultano essere 
fondamentali per lo sviluppo della motilità intestinale; invece negli adulti il SNE è 
responsabile in modelli di motilità complessi come la miscelazione, la peristalsi, e la 
migrazione dei complessi motori, inoltre controlla anche tutti i principali processi 
intestinali quali le risposte immunitarie, assorbimento e secrezione. 
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Materiali e metodi 

Gli embrioni utilizzati in questi studi derivano da accoppiamenti allestiti in laboratorio tra 
esemplari adulti mantenuti nello stabulario del DISTAV (Università degli Studi di 
Genova). Nello stabulario i maschi e le femmine adulti vengono tenuti in vasche separate; 
quando si vuole allestire un accoppiamento vengono selezionati maschi e femmine 
vengono riuniti in una vasca per una notte. Alle prime luci dell’alba i pesci emettono i 
gameti, i quali, si depositano sul fondo della vasca, ma rimangono isolati dagli adulti per la 
presenza di una rete. A questo punto gli adulti vengono riposti nelle rispettive vasche e gli 
embrioni vengono prelevati e incubati in piastre Petri contenenti acqua di sistema a 28,5°C 
fino al raggiungimento dello stadio di sviluppo desiderato per le analisi di PCR e ISH. 

Gli embrioni vengono fissati in parafolmaldeide 4% in PBS ovemight a 4°C. Gli embrioni 
oltre le 24 hpf devono essere decorionati manualmente prima di essere fissati, mentre 
quelli con meno di 24 ore vengono decorionati solo dopo essere stati fissati, per evitare che 
vengano danneggiati. Il giorno seguente, gli embrioni subiscono una serie di lavaggi in 
PBS e deidratati con lavaggi sequenziali in soluzioni di PBS con concentrazione crescente 
di metanolo. Una volta passati in metanolo 100%, i campioni vengono conservati in freezer 
a -20°C fino al momento deH’utilizzo. Tutti questi passaggi vanno svolti con soluzioni e 
strumenti “RNase free” al fine di preservare l’integrità degli mRNA per i futuri 
esperimenti di ibridazione in situ. 

Reazione a catena della polimerasi 

La reazione a catena della polimerasi (PCR) è una tecnica veloce e poco costosa che 
permette di amplificare frammenti di DNA comprese tra due regioni a sequenza nota, su 
cui vengono disegnati primer ad hoc. Si prepara una miscela di reazione contenente il 
campione di DNA da amplificare, la coppia di primer, i quattro desossinucleotidi (dNTP) 
in eccesso molare, l’enzima DNA polimerasi e tutti i cofattori necessari a garantire un 
funzionamento ottimale dell’enzima. La DNA polimerasi utilizzata nella reazione è la Taq 
polimerasi, che è purificata da un batterio termofilo ( Thermus aquaticus) e quindi 
termoresistente. 
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La PCR si basa sulla successione di cicli, ognuno dei quali è composto da tre fasi: 

• Denaturazione del DNA per innalzamento della temperatura (94°C). 

• Annealing, ovvero appaiamento dei primer allo stampo, permesso da un 
abbassamento della temperatura (40-60°C). La temperatura di annealing dipende 
dalle caratteristiche del primer. 

• Allungamento dei primer da parte della Taq polimerasi, che utilizza il DNA 
campione come stampo (70°C). 

I prodotti dei vari cicli di amplificazione vengono usati come stampo nei cicli successivi e 
pertanto la crescita di prodotto è esponenziale. Il prodotto principale di questa reazione è 
un amplificato di DNA a doppio filamento le cui estremità sono costituite dei primer e la 
cui lunghezza corrisponde alla distanza tra i due primer. 

Nel nostro caso, le PCR utilizzano come stampo il cDNA ottenuto dalla retrotrascrizione 
dell’RNA estratto da embrioni di zebrafish e primer sequenza-specifici in modo da ottenere 
le sequenze complete dei trascritti dei geni di interesse: Btbdó e Brfl. I primer sono stati 
progettati sulla base di analisi bioinformatiche tenendo conto di alcune considerazioni 
fondamentali: 

• Gli oligonucletotidi utilizzati devono essere lunghi almeno 16 basi, preferibilmente 
20-24, per assicurare una buona specificità. 

• Più lunga è la distanza tra i primer, più lungo è il tempo richiesto per una sintesi 
completa (per amplificare una sequenza di circa 1000 bp è necessaria circa un'ora 
di estensione). 


Nella seguente tabella sono riportate le sequenze dei primer utilizzati in questo lavoro. 


BTBD6A forward 

5' - ACC CGC TGC GTT TCT CAT CCT 

BTBD6A reverse 

5' - CCT TGC ACC CCT GTC CCA TTA GTA 

BTBD6B forward 

5' - TGG CAG ATG TTC ATT TTG TTG 

BTBD6B reverse 

5' - TAG CGC CAC TGG TTA CTG C 

BRF1A forward 

5' - GTC ATC GCC GCC TGC CTC TAC CTT 

BRF1A reverse 

5' - ACC GCC TTC TGC CTC CAC ATC GTT 

BRF1B forward 

5' - CGT GAT CGC TGC CTG TCT CTA C 

BRF1B reverse 

5' - GCT GCT GCC TCC ATT TCC TCA T 
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Protocollo della PCR 

Le PCR presenti in questo lavoro sono state svolte utilizzando la Hot Master Mix. I 
componenti della reazione sono: 


Primer forward 

0,5 pL 

Primer reverse 

0,5 pL 

cDNA stampo 

1 pL 

Hot Master Mix 

8 pL 

Acqua biomolecolare 

10 pL 

Volume finale 

20 pL 


Programma dei cicli: 


STEP 

TEMPERATURA 

TEMPO 

CICLI 

1 

94° C 

2’ 

1 

2 

94° C 

30” 

35 

3 

Brfla : 59° C 

40” 

Brflb : 56° C 

40” 

4 

Brfla : 70° C 

r 

Brflb: 70° C 

50” 

5 

70° C 

T 

1 
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STEP 

TEMPERATURA 

TEMPO 

CICLI 

1 

94° C 

2’ 

1 

2 

94 °C 

30” 

35 

3 

Btbóa: 59.8° C 

30” 

Btbdób: 56.1° C 

30” 

4 

Btbóa: 70° C 

V 10" 

Btbdób: 70° C 

50" 

5 

70° C 

T 

1 


Gel di agarosio per DNA 

I prodotti di PCR vengono controllati su un gel di agarosio 1% in TBE a cui si aggiunge 
bromuro di etidio 1:1000. Il protocollo prevede: 

• Sciogliere 0,5 g di agarosio in 50 mi di TBE IX pH 8,0 e portare ad ebollizione. 

• Raffreddare lentamente fino a circa 65 °C. 

• Aggiungere 5pl di bromuro di etidio 1:1000 (sotto cappa) e agitare la soluzione. 

• Versare rapidamente nella cella elettroforetica evitando la formazione di bolle. 

• Lasciare polimerizzare per almeno 30 minuti sotto cappa. 

Per 500 mi di TBE 5X: 

• 54 g di trizma di base 

• 27,5 g di acido borico 

. 20ml di EDTA 0,5M pH 8,1 

• Aggiungere 400 mi di acqua distillata 

• Portare a pH 8,0 con HC1 IN 

• Portare a volume con acqua distillata e filtrare 

Clonaggio di DNA in vettori plasmidici 

Attraverso il clonaggio è possibile amplificare un frammento isolato in modo da averne 
una quantità sufficiente per vari tipi di analisi, nel nostro caso la sintesi di sonde da 
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utilizzare per ibridazione in situ. Il clonaggio consiste nell'inserire un frammento di DNA 
all'interno di un appropriato vettore attraverso una reazione di ligazione (ligation) e nella 
successiva introduzione del plasmide all'interno dei batteri (trasformazione) competenti. I 
batteri trasformati vengono piastrati su un terreno di coltura solido e vengono isolati quelli 
che hanno acquisito il plasmide contenente l’inserto. Per questo lavoro è stato usato il 
plasmide pCRII-TOPO (Invitrogen). 


La reazione di ligazione prevede: 


Prodotto di PCR 

2 o 4 pi 

Buffer 10X 

lpl 

Vettore pCR-II TOPO 

2 pi 

T4 DNA ligasi 

lpl 

Acqua sterile 

4 o 2pl 

Volume finale 

10 pi 


La quantità di prodotto di PCR da aggiungere alla reazione dipende dalla sua 
concentrazione. La reazione di ligation è condotta a 14°C overnight. 


Trasformazione batterica 

Per il clonaggio del DNA è necessario inserire il plasmide contenete il frammento di DNA 
all'intemo di cellule batteriche affinché queste possano amplificarlo II processo chiamato 
trasformazione. Le cellule competenti utilizzate per questo esperimento sono le TOPIOF' 
(Invitrogen) per trasformazioni chimiche. 

Il protocollo è il seguente: 

• Portare il Soc-medium (terreno arricchito per trasformazione) e tre piastre a 
temperatura ambiente. 

• Spinnare brevemente la reazione di ligasi e metterla in ghiaccio. 

• Utilizzare 50pl di cellule competenti TOPIOF'. Queste cellule sono conservate a - 
80°C e devono essere scongelate lentamente in ghiaccio per evitare che subiscano 
uno stress termico. 

• Aggiungere 2pl del prodotto della ligazione direttamente nella fiala delle cellule 
competenti e spipettare ripetutamente per risospendere bene il tutto. 
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• Incubare le cellule in ghiaccio per 30 minuti e conservare il resto della reazione di 
ligasi a -20°C. 

• Trasferire le fiale in bagnetto a 42°C per 30 secondi (shock termico) e incubare 
subito in ghiaccio per 2 minuti. 

• Aggiungere 250pl di Soc-medium a temperatura ambiente in ogni fiala. 

• Tenere le fiale orizzontalmente in agitazione a 37°C per 1 ora. 

• Spargere sulle piastre di Luria agar contenente ampicillina, 40 pi di IPTG e 40 pi di 
X-Gal. 

• Piastrare le cellule trasformate. Nelle prime due piastre vengono piastrati 10 pi e 50 
pi di cellule prelevate direttamente dalle fiale, nella terza piastra vengono piastrati 
100 pi di pellet ottenuto centrifugando le fiale per Immuto a velocità massima, 
rimuovendo quasi tutto il sopranatante e risospendere il pellet. 

• Incubare le piastre ovemight a 37°C. 

I trasformati vengono selezionati per l'inattivazione del gene lacZ dovuta all’inserimento 
del frammento e per la resistenza aH'ampicillina, codificata dal plasmide. Si formeranno 
quindi colonie blu e bianche. Quelle blu hanno il gene lacZ funzionale e quindi 
metabolizzano l’X-Gal ad un composto di colore blu. Le colonie bianche scelte vengono 
prelevate con una ansetta sterile e inoculate in 3 mi di Luria Broth addizionato ad 
ampicillina (100 pg/ml). I batteri vengono fatti crescere overnight in agitazione a 37°C. 

Purificazione del DNA plasmidico 

II plasmide con l'inserto integrato è stato estratto dagli inoculi batterici di 3 mi cresciuti 
overnight a 37 °C in agitazione tramite la tecnica della miniprep. Il protocollo è il seguente: 

• Prelevare 2 mi da ciascun inoculo e metterlo in tubi opportunamente contrassegnati. 

• Centrifugare i tubi per 2 minuti a velocità massima a 4°C così da formare un pellet 
di batteri e scartare il sopranatante. 

• Risospendere il pellet in 100 pi di soluzione di lisi (25Mm Tris lOmM EDTA 
50mM glucosio pH 8,0). 

• Vortexando per 1 minuto e lasciare per 5 minuti a temperatura ambiente. 

• Aggiungere 200 pi di SDS alcalino (NaOH 0,2N SDS 1%) e mescolare invertendo 
delicatamente il tubo; se i batteri dono ben lisati allora la soluzione apparirà chiara. 
Tenere in ghiaccio per 2 minuti. 

• Aggiungere 150 pi KOAC 5M pH 4,8. 

15 



• Centrifugare a massima velocità per 5 minuti a 4°C (se il pellet si risospende allora 
centrifugare nuovamente per 5 minuti). 

• Rimuovere 400 pi di sopranatante senza toccare il pellet e trasferirlo in un nuovo 
tubo e aggiungere 800 pi di etanolo assoluto freddo; mescolare invertendo 
delicatamente il tubo. 

• Centrifugare per 5 minuti a velocità massima, sul fondo del tubo apparirà un pellet 
bianco di DNA. 

• Scartare il sopranatante e aggiungere 1 mi di etanolo 70% freddo. 

• Centrifugare per 5 minuti a velocità massima a 4°C. 

• Scartare la maggior quantità possibile di sopranatante. 

• Risospendere il pellet in 50 pi di TE (lOOmM Tris HC1, ImM EDTA, pH 7,5) 

Ricetta per KOAC 5M pH4,8 (lOOpl): 

• 28,7 mi di acido acetico. 

• 60 mi di acqua per biologia molecolare. 

• Aggiungere KOH in pellet fino a pH 4,8. 

• Portare a volume con acqua per biologia molecolare. 

Le miniprep vengono digerite con l'enzima di restrizione EcoRI; poiché il vettore contiene 
due siti di restrizione per esso alle estremità del sito di clonaggio, il risultato è Tisolamento 


del frammento clonato dal plasmide. 

Per la digestione enzimatica con EcoRI si prepara una mix di reazione così composta: 


Miniprep 

lpl 

EcoRI (100000U) 

0,5pl 

Buffer EcoRI 10X 

lpl 

RNasi 

lpl 

Acqua per biologia molecolare 

A volume 

Volume finale 

lOpl 


La reazione va eseguita a 37 °C per due ore e alla fine si controlla il prodotto della 
digestione sul gel di agarosio 1% per verificare se l'inserto è presente e delle dimensioni 
attese. Sul gel dovrebbero essere visibili tre bande: una alta corrispondente al vettore, una 
intermedia costituita dal plasmide “supercoiled” e una più bassa corrispondente all’ inserto. 
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Purificazione del DNA ottenuto dalle miniprep 

Il clone contenente il frammento verificato per elettroforesi viene inoculato in 7 mi Luria 
Broth e incubato a 37°C in agitazione over night. Per ogni inoculo vengono fatte tre 
miniprep, che vengono unite e purificate utilizzando il kit GenElute PCR Clean-Up 
(Sigma). Il protocollo è il seguente: 

• Aggiungere 5 pi di RNasi A a ciascuna miniprep e incubare per 1 ora a 37 °C. 

• Mettere una colonnina nuova su un tubo da raccolta e aggiungere 500 pi di Column 
Preparation Solution. 

• Centrifugare a 9000 rpm per 1 minuto a temperatura ambiente ed eliminare il 
liquido. 

• Aggiungere 250 pi di Binding Solution a 50pl di miniprep e trasferire il tutto nel 
tubino contenente la seconda miniprep. Trasferire nuovamente tutto il contenuto nel 
terzo tubino. 

• Trasferire tutto il liquido contenente il DNA nella colonnina posta sul tubino di 
raccolta e centrifugare a massima velocità per 1 minuto a temperatura ambiente. 
Eliminare il liquido filtrato. 

• Aggiungere alla colonnina 500 pi di wash solution e centrifugare a massima 
velocità per 1 minuto. Scartare il liquido. 

• Centrifugare a massima velocità per 1 minuto a secco per rimuovere l’eccesso di 
liquido dalla colonnina. Eliminare il tubo di raccolta. 

• Trasferire la colonnina su un nuovo tubino da 2 mi adeguatamente contrassegnato. 
Aggiungere 50 pi di elution buffer. 

• Incubare per 1 minuto a temperatura ambiente. 

• Centrifugare la colonna a velocità massima per minuto a temperatura ambiente e 
conservare a -20°C. 
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Linearizzazione e precipitazione del DNA 


Una volta purificato ciascun plasmide viene linearizzato utilizzando un enzima di 
restrizione che riconosca un unico sito all’interno del plasmide. 

Per la reazione di linearizzazione si utilizzano: 


DNA plasmidico 

20-40pl 

Enzima di restrizione 

2pl 

Buffer dell'enzima 

lOpl 

Acqua sterile 

A volume 

Volume finale 

lOOpl 


La digestione deve essere eseguita a 37°C overnight in un volume totale di 100 pi. Il 
giorno dopo il linearizzato viene osservato sul gel di agarosio 1%, su cui si dovrebbe 
vedere un'unica banda in alto (circa 4 Kb) corrispondente al vettore contenente l’inserto. 

A questo punto viene eseguita la precipitazione del DNA secondo il seguente protocollo: 

• Valutare i pi di DNA linearizzati ottenuti e aggiungere un eguale volume di fenolo 
e cloroformio/isoamilalcol (24:1). 

• Vortexare e centrifugare a velocità massima per 5 minuti a 4°C. 

• Prelevare la fase acquosa dal tubo e trasferirla in una nuova Eppendorf. 

• Identificare il volume e aggiungere la stessa quantità di cloroformio/isoamilalcool 
(24:1). 

• Vortexare a velocità massima per 5 minuti a 4°C. 

• Prelevare la fase acquosa e trasferirla in una nuova Eppendorf. 

• Aggiungere 1/10 del volume di Na-acetato 3M pH 5,2 e 2,5 volumi di etanolo 
100% freddo e agitare molto bene. 

• Precipitare a -20°C overnight oppure a -80°C per almeno 1 ora. 

• Centrifugare a velocità massima per 20 minuti a 4°C. 

• Eliminare il sopranatante. 

• Lavare con etanolo 70%. 

• Centrifugare a 12000 rpm per 5minuti a 4°C. 

• Pellettare all'aria sotto cappa. 
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• Risospendere il pellet in acqua sterile così da ottenere lpg/pl (per facilitare la 
solubilizzazione mettere in frigo a 4°C overnight). 

Una volta finito si controlla l'esito della precipitazione su gel. Si deve osservare la stessa 
banda presente prima della precipitazione, che corrisponde al vettore. Una piccola 
diminuzione dell'intensità di tale banda può essere dovuta ad una parziale perdita di DNA 
nei vari passaggi. 

Sintesi della ribosonda 

Le sonde utilizzate in questo lavoro sono sonde a RNA (ribosonde); queste sono state 
prodotto tramite trascrizione in vitro utilizzando il sistema DIG/FLUO RNA Labeling Kit 
Sp6/T7 (Roche). Come stampo per ciascuna sonda è stato utilizzando 1 pg di plasmide 
linearizzato. 

Per ciascun frammento sono state sintetizzate due sonde: una sonda antisenso e una sonda 
senso di controllo. La sonda antisenso è complementare alla sequenza in esame e si andrà 
ad ibridare con il mRNA presente nel tessuto; invece, la sonda senso è identica alla 
sequenza bersaglio e verrà utilizzata come controllo negativo durante l’ibridazione in situ. 

Il protocollo è il seguente: 

• Eseguire la reazione in ghiaccio mettendo in ciascuna Eppendorf: 

o 2-13 pi di DNA linearizzato 
o 2 pi di NTPs mix DIG o FLUO 
o 2 pi di Buffer 10X 
o 1 pi di RNasi inhibitor 
o 2 pi di RNA polimerasi (SP6/T7) 
o Acqua sterile fino al volume di 20pl 

• Mescolare bene e centrifugare. 

• Incubare 2 ore a 37 °C. 

• Aggiungere 2 pi di DNAsi I e incubare per 15 minuti a 37°C. 

• Aggiungere: 

o 2pl di EDTA 0,2M pH8,0 
o 1/10 di volume Na-acetato 3M pH 5,2 (2,4pl) 
o 2,5 volumi di etanolo 100% freddo (66pl) 

• Incubare overnight a -20°C (oppure per 1 ora a -80°C). 
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• Centrifugare per 20 minuti a massima velocità a 4°C. 

• Eliminare il sopranatante e lavorare il pellet con etanolo 70% (2 volumi quindi 
circa 185 pi). 

• Centrifugare per 5minuti a massima velocità. 

• Pellettare e asciugare all’aria sotto cappa. 

• Risospendere in 30-40 pi di acqua per biologia molecolare (per facilitare la 
solubilizzazione mettere in frigo a 4°C per 10 minuti circa). 

La sonda viene fatta correre su gel di agarosio 1% denaturante per RNA. Ci si aspetta di 
osservare una banda corrispondente al peso molecolare del frammento di partenza 

Ibridazione in situ whole mount 

L'ibridazione in situ o ISH è una tecnica che permette di localizzare una determinata 
sequenza nucleotidica di DNA o di RNA in un campione biologico. L'ibridazione in situ 
sfrutta la tendenza delle sequenze nucleotidiche complementari di ibridare; ciò permette di 
localizzare la sequenza nucleotidica di interesse usando una sonda a DNA o RNA a essa 
complementare. Questa tecnica prevede un sistema di rivelazione della sonda che permette, 
alla fine, di individuare la sonda con osservazione al microscopio. 

In questo lavoro sono state usate ribosonde dirette contro i geni Brflal b e Bbd6a/b di 
zebrafish per studiarne l’espressione a diversi stadi di sviluppo embrionale tramite 
ibridazione in situ whole mount, ovvero su embrioni interi. 

Protocollo dell'ibridazione in situ 

L'attrezzatura e le soluzioni utilizzate nell'ibridazione in situ devono essere 
necessariamente RNase free per proteggere dalla degradazione enzimatica la ribosonda e il 
messaggero con cui si ibriderà. Il protocollo dell'ibridazione in situ prevede tre giorni di 
lavoro. 

Primo giorno 

Selezione dei campioni 

Vengono selezionati gli embrioni che saranno sottoposti a ISH in base agli stadi di 
sviluppo da analizzare e vengono inseriti nei pozzetti delle nunclon, speciali piastre a 
quattro pozzetti. 
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Lavaggi con metanolo a concentrazione decrescente 

Vengono eseguiti tre lavaggi da cinque minuti ciascuno con metanolo-PBT (buffer fosfato 
20 mM, 0,8% di NaCl, 0,02% KC1 pH 7,4 + 0,1% Tween 20) a diverse percentuali. I 
lavaggi si eseguono in agitazione e a temperatura ambiente (RT): 

• 5 minuti in MetOH 75%-PBT25% 

• 5 minuti in MetOH 50%-PBT50% 

• 5 minuti in MetOH 25%-PBT 75% 

Lavaggio con PBT 

Si eseguono quattro lavaggi in PBT da cinque minuti ciascuno in agitazione. 

Digestione 

Viene preparata una soluzione di proteasi K (PK) 10 pg/ml in PBT. La PK permeabilizza 
gli embrioni facilitando l'ingresso della sonda. I tempi di incubazione della PK sono 
calcolati in modo da preservare il più possibile l'anatomia dell'animale e dipendono dallo 
stadio di sviluppo: animali più tardivi, di dimensioni maggiori, hanno bisogno di tempi più 
lunghi di PK. 


STADIO 

TEMPO DI PK 

3,7 hpf 

30 secondi 

5 hpf 

1 minuto 

11-16 hpf 

15 minuto 

18-19 hpf 

20 minuto 

24 hpf 

20 minuto 

30 hpf 

40 minuto 


Gli embrioni vengono periodicamente osservati in modo che, in caso inizino a mostrare 
segni evidenti di deterioramento, si possa interrompere il trattamento. 

Blocco della PK 

Al termine della digestione con PK si eseguono due lavaggi da 5 minuti ciascuno in glieina 
2 mg/ml in agitazione. Si fa un lavaggio in PBT da 5 minuti in agitazione. 


21 



















Lavaggio con trietanolamina 

Si effettua un primo lavaggio da 1 minuto e un secondo da 5 entrambi con trietanolammina 
(TEA) 0.1 M a pH 8 in agitazione. 

Acetilazione 

Al momento dell'utilizzo si preparano due soluzioni di anidride acetica 0,25% e 0,5% in 
trietanolammina 0,1M. Successivamente si esegue un lavaggio di 5 minuti con la soluzione 
allo 0,25% e poi si aggiunge un volume uguale di anidride acetica 0,5% e si mette in 
incubazione per 5 minuti. Entrambi i passaggi non vanno eseguiti in agitazione. 

Lavaggio con PBT 

Si effettuano due lavaggi da 5 minuti con PBT in agitazione. 

Trasferimento 

A questo punto gli embrioni vengono trasferiti in appositi filtrini di plastica per facilitare il 
cambio delle soluzioni. 

Preparazione dell'HB 

Al momento dell'utilizzo, si prepara l'HB (Hybridization Buffer) una soluzione composta 
da: 

• Formammide 50% 

• SSC (Saline-Sodium Citrate 20x: 3 M NaCl, 300 mM citrato di sodio pH 7,0) 5X 

• RNA di Torula 0,5 mg/ml 

• Eparina 100 pg/ml 

• Tween20 0,l% 

• EDTA 50 pg/ml 

Prima dell'utilizzo l'HB deve essere riscaldato a 65 °C. 

Preibridazione 

Si esegue un breve lavaggio con HB tiepido da 1 minuto e poi si mette per un'ora o più in 
stufetta termostata a 65°C in agitazione, la piastra viene messa all'interno di un sacchetto di 
plastica con chiusura ermetica per evitare l'evaporazione della soluzione. 
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Preparazione della sonda e ibridazione 


La sonda, diluita in HB alla concentrazione di 0,2 pg/ml, prima dell'uso deve essere 
centrifugata per 5 minuti a velocità massima e scaldata per 5minuti in un bagnetto 
termostato a 70°C. La soluzione di HB che contiene la sonda viene aggiunta agli embrioni 
e si scaldano le piastre per due minuti utilizzando un bagnetto termostato a 70°C e gli 
animali vengono messi in stufa a 65°C, dove rimangono in agitazione per tutta la notte. 

Secondo giorno 

Durante il secondo giorno viene recuperata la sonda e sui campioni vengono effettuati 
lavaggi con diverse soluzioni per allontanare la sonda non legata e per rafforzare il legame 
tra la sonda e il messaggero. 

Preparazione delle soluzioni di lavaggio 

Le soluzioni di lavaggio A, B, C, D, E e F devono essere scongelate, in particolare le 
soluzioni che verranno usate calde (A, B, C e SSC 2X) vengono messe in un bagnetto 
termostato a 65°C. I lavaggi di seguito elencati devono essere eseguiti in agitazione. Le 
soluzioni di lavaggio contengono: 

. Soluzione A: 75% (v/v) HB, 25% (v/v) SSC2x 
• Soluzione B: 50% (v/v) HB, 50% (v/v) SSC2x 
. Soluzione C: 25% (v/v) HB, 75% (v/v) SSC2x 
. Soluzione D: 75% (v/v) SSC0,2x, 25% PBT 
. Soluzione E: 50% (v/v) SSC0,2x, 50% PBT 
. Soluzione F: 25% (v/v) SSC0,2x, 75% PBT 

Recupero della sonda 

Si deve prelevare la soluzione contenete la sonda dei pozzetti e si conserva a -20°C per 
utilizzarla in un'eventuale ISH successiva. 

Lavaggi 

Si effettua un lavaggio da 15 minuti con la soluzione A in stufa a 65°C e poi uno da 15 
minuti con la soluzione B a 65 °C e anche con la soluzione C si fa un lavaggio da 15 minuti 
a 60°C. Vengono eseguiti due lavaggi con SSC 2X, il primo dura 15 minuti e viene 
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effettuato a 65°C, il secondo dura 10 minuti a temperatura ambiente. Infine si esegue un 
lavaggio con un mix di RNasi (RNasi A 20 pg/ml RNasi TI 10 U/ml) in SSC2X da 20 
minuti a 37°C senza agitazione. In questo passaggio la ribosonda non ibridata viene 
degradata, riducendo il segnale aspecifico. Si effettuano, poi, due lavaggi con SSC 2X (il 
primo da 2 minuti e il secondo da 15) entrambi a temperatura ambiente. A questo punto 
devono essere eseguiti due lavaggi con SSC0,2x da 15 minuti, e poi tre lavaggi da 10 
minuti: il primo con la soluzione D, il secondo con la soluzione E e il terzo con la F. infine 
un lavaggio da 10 minuti in PBT. 

Blocco dei siti aspecifici 

Al momento dell'utilizzo si prepara la soluzione di bloccaggio ( lamb serum inattivato 40 
pl/ml; BSA 20mg/ml in PBT), una volta preparata si effettua un lavaggio da un'ora o più a 
temperatura e ambiente in agitazione. 

Incubazione con anticorpo 

Preparare al momento la soluzione di anticorpo anti-DIG coniugato con fosfatasi alcalina 
1:1500 in soluzione di bloccaggio. Prima di essere diluito l'anticorpo deve essere 
centrifugato per 5 minuti a velocità massima a 4°C e diluirlo con la soluzione di 
bloccaggio e vortexare. I campioni vengono incubati con l'anticorpo per tutta la notte in 
agitazione in camera fredda a 4°C. 

Terzo giorno 

Nel terzo giorno vengono portati avanti dei passaggi che permettono la reazione 
colorimetrica che forma un precipitato viola in prossimità della sonda, che rivela la 
posizione del messaggero di interesse. I campioni sono trattati con una soluzione nitro-blu 
tetrazolium (NBT) e 5-bromo-4-cloro-indolifosfato (BCIP), entrambi substrati della 
fosfatasi alcalina. La fosfatasi coniugata all'anticorpo anti-DIG idrolizza il BCIP a fosfato e 
5-bromo-4-cloro-3-idrossile che poi sarà ulteriormente ossidato dall'ossigeno atmosferico 
ad un composto viola che precipita. Il 5-bromo-4-cloro idrossile è anche ossidato dall'NBT 
che viene ridotto a NBT-formazano, composto insolubile blu intenso. Quindi l'utilizzo 
combinato di BCIP e NBT aumenta la sensibilità del sistema di rilevazione. Prima di 
rilevare la sonda i campioni devono essere trattai con levamisole, inibitore non competitivo 
della fosfatasi alcalina così da ridurre il colore di fondo. 
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Recupero anticorpo 

L' anticorpo anti-DIG deve essere rimosso e recuperato. 

Lavaggi 

Si effettuano cinque lavaggi da 20 minuti ciascuno con PBT a temperatura in agitazione. 

Preparazione dell'AP buffer 

Al momento dell'utilizzo si preparata L'Alkaline Phosphatase (AP) buffer, la cui 
composizione è: NaCl 100 mM, Tris HC1 pH 9.6 100 mM, 0,1 % Tween 20, levamisole 1 
mM, MgCl 2 50 mM in H 2 O DEPC, e prima dell'utili z zo deve essere filtrato. 

Lavaggi 

Si eseguono cinque lavaggi da 10 minuti ciascuno con AP buffer, tutti in agitazione. 

Sviluppo con NBT/BCIP 

Per preparare la soluzione di sviluppo, a 10 mi di AP buffer si aggiungono 25pl di NBT e 
si vortexa. A questa soluzione poi si aggiungono 36 pi di BCIP in DMF e si vortexa. Il 
tutto deve essere centrifugato a massima velocità per 5 minuti a 4°C, filtrato e mantenuto 
al buio. A questo punto i campioni vengono incubati con la soluzione di sviluppo al fresco 
e al buio per un tempo variabile. 

Blocco della reazione 

Per interrompere la reazione cromogena si effettua un lavaggio da 1 minuto con AP buffer 
senza Mg 2+ in agitazione, così da allontanare la soluzione di sviluppo. 

Lavaggio con PBT 

Effettuare due lavaggi da 2 minuti con PBT in agitazione. 

Fissazione 

A questo punto si fissano i campioni attraverso il trattamento con PAF 4% in PBS per 
un'ora a temperatura ambiente, senza agitare. 

Lavaggio con PBS sodio azide 

Effettuare un lavaggio di 1 minuto con una soluzione di sodio azide 0,1% in PBS. Il sodio 

azide è un antimicrobico e preserva i campioni dal deterioramento. 
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Montaggio dei vetrini 

I campioni ibridati vengono posti in una soluzione di glicerolo 80% in PBS sodio azide 
0,1%, e poi deposti su un vetrino porta-oggetti con una goccia della stessa soluzione e 
orientati nella posizione desiderata utilizzando un piccolo ago. Dato che gli embrioni 
hanno dimensioni maggiori rispetto alle normali sezioni che si ottengono con un 
microtomo necessario utilizzare degli spessori che impediscano al campione di deformarsi 
o di danneggiarsi a causa della pressione esercitata dal vetrino coprioggetto, quindi si 
mettono dei frammenti di vetrino coprioggetto ai lati del portaoggetto. Infine il vetrino 
viene chiuso con un coprioggetto, a questo punto i campioni possono essere visualizzati e 
fotografati al microscopio ottico con luce bianca. 


26 



Risultati e 
discussione 

Nel genoma di zebrafish ci sono due geni Brf 1 (a e b) e due geni Btbdó (a e b), che sono 
gli ortoioghi di Brfl e Btbdó dei mammiferi. In questa tesi ho cercato di comprendere il 
ruolo di questi geni nello sviluppo del SNE di zebrafish attraverso studi di espressione 
genica. 

Risultati delle PCR 

La PCR per i geni Brfl a e Brflb ha utilizzato come stampo cDNA di zebrafish proveniente 
dall’encefalo dell’adulto oppure da embrioni a 31 hpf. È stato utilizzato come controllo 
positivo il gene della P-actina. Sono stati caricati su gel 18 pi di prodotto PCR addizionati 
a 1.6 pi di loading dye 6x. Sul gel sono presenti due bande che hanno l’altezza prevista 
(Figura 5, frecce): 906 bp per Brf la e 738 bp per Brflb. 


X/HindIII 0X174/ 

Marker BsuRI A B C D E F 

Marker 



Figura 5 Gel elettroforesi del prodotto di PCR per l’amplificazione dei geni Brfl. cDNA estratto da 
encefalo di zebrafish (A, D) o embrioni 31 hpf (B, C, E, F). Geni amplificati: Brf la (A, B), Brflb (D, 
E), P-actina (C, F). Le frecce indicano le bande di interesse, corrispondenti ai campioni che sono stati 
in seguito ligati nel plasmide. 
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Nella PCR per i geni Brbdóa e Btbdób è stato utilizzato come stampo cDNA di zebrafish di 
1 settimana (per Btbdóa ) o 48 hpf ( Btbdób ).. Sul gel sono presenti due bande del peso 
atteso (Figura 6). 


X/Hmdllì 

Marker 



0X174/ 

BsuRI 

Marker 


Btbdóa Btbdób 



Figura 6 Gel elettroforesi del prodotto di PCR per l’amplificazione dei geni Btbdó. 


Risultati del clonaggio di Brfl 

Alla luce del gel rappresentato in Figura 5, è stata eseguita la ligation dei campioni A 
(Brfl a) e E (Biflb) in plasmidi e successivamente la trasformazione di cellule di E. coli 
competenti. Otto colonie bianche sono state selezionate e di queste è stato eseguito il 
protocollo di miniprep per isolare i plasmidi contenenti il frammento clonato. 

Le miniprep sono state digerite con EcoRI per valutare la presenza del frammento clonato. 
Il gene Brfl contiene un sito di restrizione interno per EcoRI, per cui l'inserto è tagliato in 
all’incirca a metà della sua lunghezza. Abbiamo quindi selezionato un clone per Brfla e 
uno per Brflb e di questi abbiamo preparato degli inoculi con volume Luria Broth 
maggiore in modo da isolare una più grossa quantità di plasmide. Abbiamo quindi estratto 
il DNA plasmidico e l’abbiamo purificato. Di ogni miniprep purificata, 2 pi sono stati 
digeriti con EcoRI per controllo; il prodotto della digestione è stato corso su gel (Figura 7). 
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Figura 7 Gel elettroforesi per il controllo delle miniprep purificate di Brfl. 

Verificata l’identità della banda, i cloni sono stati sequenziati. Il sequenziamento assicura 
che la sequenza dei due frammenti sia quella dei geni di interesse. Inoltre, fornisce utili 
informazioni sull’orientamento del frammento rispetto al polylinker del vettore plasmidico. 
In questo caso abbiamo linearizzato entrambi i cloni con EcoR\ e usato l’RNA polimerasi 
SP6 per sintetizzare le sonde antisenso per Brfl a e per Brflb. 

Il DNA linearizzato viene usato per sintetizzare delle sonde a RNA marcate con 
digoxigenina. Sono stati controllati su gel a RNA 4 pi di sonda utilizzando una sonda di 
controllo come riferimento (Figura 8). 



Figura 8 Gel elettroforesi per il controllo delle ribosonde contro Brfl a e Brflb. 
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Risultati del clonaggio di Btbd6 

Gli stessi procedimenti riportati per Brfl sono stati eseguiti al fine di isolare i cloni per 
Btbdóa e Btbdób. È stata eseguita la ligation utilizzando 2 pi di prodotto di PCR per 
Btbdóa e 4 pi per Btbdób. In seguito è stata eseguita la trasformazione di cellule di E. coli. 

I plasmidi isolati tramite miniprep sono stati controllati mediante digestione con Eco RI 
seguita da elettroforesi su gel di agarosio. Abbiamo successivamente selezionato 1 colonia 
per Btbdóa e una per Btbdób e abbiamo ottentuo una miniprep purificata che abbaimo 
successivamente controllato mediante digestione con EcoRI (Figura 9). 


X/Hindlll QX174/ Btbdóa Btbdóa Btbdób Btbdób 
Marker BsuRI 
Marker 





B 


Figura 9 Gel elettroforesi per il controllo delle miniprep purificate di Btbdóa e Btbdób. 

In seguito il clone è stato sequenziato e utilizzato come stampo per trascrivere due 
ribosonde antisenso come per Brfl a e Brflb\ in entrambi i casi è staat utilizzata la RNA 
polimerasi SP6. In figura 10 è riportata la corsa su gel a RNA delle due ribosonde, con 
Nanog come controllo. 



Figura 10 Gel a RNA per il controllo delle ribosonde Btbdóa e Btbdób. 


30 




Risultati delle ibridazioni in situ 

I risultati ottenuti dall'ibridazione in situ confermano l'espressione di Brfla in diverse 
regioni del sistema nervoso centrale entro le 48 ore di sviluppo (Figura 11). Entro le 24 
ore, il gene è espresso nei somiti, inoltre un debole segnale appare nelle cellule precursori 
dei neuroni enterici e nelle cellule dell'intestino in sviluppo (Figura 11D-E); tale segnale 
aumenta progressivamente negli stadi successivi (Figura 11F-I). 



Figura 11 Espressione di Brfla in embrioni a diversi stadi di sviluppo. Il segnale di Brfla è visibile a 
livello della parte più posteriore della coda a 10 hpf (A). A 20 e 24 hpf il segnale si trova nel SN e 
nella coda (B.C). A 24 hpf compare un segnale anche attorno al tuorlo, nella parte ventrale 
dell’embrione (C). D,E: Sezioni trasversali attraverso il livelli mostrati in C. Un debole segnale 
compare anche nei precursori del SNE (freccia). F,G: A 30 hpf Brfla è espresso ad alti livelli in 
somiti, occhio, mesencefalo, rombencefalo e in tutto il midollo spinale. Appare anche un segnale 
attorno all’intestino. H,I: Sezioni trasversali attraverso i livelli indicati in F. Brfla è altamente 
espresso nell’intestino in sviluppo. Mesencefalo (m), somite (s), midollo spinale (se), estensione del 
tuorlo (ye), occhio (e), intestino (g). 
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Nelle larve entro i quattro giorni dalla fecondazione si osserva l'espressione di Brfla a 
diversi livelli dell'intestino: epitelio, neuroni enterici e cellule muscolari (Figura 12). 


brfla 



Figura 12 Espressione di Brfla in embrioni di zebrafish a 4 giorni di sviluppo. Embrioni whole 
mount che mostrano l’espressione diffusa di Brfla nell’area dell’intestino, del fegato e del cuore (A- 
B). Le sezioni trasversali mostrano il segnale nel SNE, nelle cellule epiteliali dell’intestino e nel 
tessuto muscolare intestinale (D-G). Cuore (h), fegato (1), notocorda (n), intestino (g), notocorda fn), 
somiti (s), neuroni enterici (ens), vescica natatoria (sb) e dotto prenefrico (pd). 
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L'espressione nel sistema nervoso di Brflb è simile a quella di Brfla, anche se il segnale di 
Brflb non viene rilevato nella parte più posteriore del midollo spinale (Figura 13). Nelle 
successive fasi di sviluppo non osserviamo il segnale di Brflb (dati non mostrati). 



Figura 13 Espressione di Brfla in embrioni di zebrafish in sviluppo. Gli embrioni whole mount 
mostrano la presenza del segnale nell’intestino in sviluppo (A-D). Brflb è altamente espresso nel 
sistema nervoso (A-D). Cervelletto (cb), romboencefalo (hd), ventricolo romboencefalico (hdv), 
occhio (e). 

Nelle ibridazioni in situ è stata rilevata un’espressione diffusa di Btbdóa ! b nel sistema 
nervoso centrale fino ai tre giorni di sviluppo, come riportato in letteratura (Sobieszczukl et 
al. 2010; ZFIN da Thisse et al. 2004) (Figure 14 e 15). Tuttavia, compare un nuovo 
dominio di espressione nell’intestino a partire dai quattro giorni di sviluppo, quando 
Btbdóa e Btbdób vengono espressi nell'epitelio intestinale e nei neuroni enterici (Figure 16 
e 17). Inoltre, l’espressione di Btbdóafb mostra un ampia sovrapposizione con il segnale 
ottenuto da esperimenti di immunocitochimica effettuati con un anticorpo anti-Hu, un 
marcatore dei neuroni enterici (Figure 10 e 11). 
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Figura 14 Espressione di Btbdóa nel sistema nervoso in via di sviluppo a partire dallo stadio di 3 
somiti fino alle 30 ore di sviluppo. Rombencefalo (hd), midollo spinale (se). 
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btbd6b 



Figura 15 Espressione di Btbdób nel SN in sviluppo da 11 hpf a 30 hpf. In B l’espressione si ritrova 
anche a livello dei somiti (s). 
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btbd6a 


4 days 


Figura 16 Espressione di Btbda in embrioni di zebrafish a 4 giorni di sviluppo (stadio di larva). 
L’espressione è visibile nel sistema nervoso, nel cuore, nel fegato e nell’intestino (A). Particolare di 
un embrione con cellule marcate con anticorpo anti-Hu nella regione enterica (B-D). Btbdóa è 
espresso nell’intestino (C-E). F-I: Sezioni trasversali attraverso i livelli indicati in J. Btbdóa è 
espresso nelle cellule epiteliali intestinali (freccia gialla), nella tonaca muscolare (freccia blu) e nei 
neuroni enterici (frecce nera). Mesencefalo (m), rombencefalo (hb), fegato (1), cuore (h), intestino (g), 
somiti (s), occhio (e), neuroni enterici (en). 
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btbd6b 





Figura 17 Espressione di Btbdób in embrioni a 4 giorni di sviluppo (stadio di larva). L’espressione di 
Btbdób è visibile nel sistema nervoso, nel cuore, nel fegato, e nell’intestino (A). Particolare 
dell’embrione in A con cellule Hu-marcate nella regione intestinale (B). D-G: Sezioni trasversali 
attraverso i livelli mostrati in C. Il segnale è visibile nelle cellule epiteliali intestinali e nella tonaca 
muscolare (freccia nera) e nei neuroni enterici (frecce rossa) (D,E). Intestino (g), fegato (1), cuore (h), 
notocorda (nc), somite (s), neuromasto (n). 
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Conclusioni 

I nostri dati suggeriscono che i geni Brfla/b e Btbd6a/b contribuiscono alla funzione del 
SNE di zebrafish; ne abbiamo infatti verificato l’espressione nei neuroni enterici presunti 
durante la loro migrazione attraverso l'intestino. 

Le nostre analisi suggeriscono che Brfl e Btbcló potrebbero essere i geni candidati da 
studiare con un'analisi funzionale per capire esattamente il loro coinvolgimento nelle 
funzione del SNE e quindi anche nella generazione e nello sviluppo di neuropatie. Lo 
studio dei marcatori delle fibre muscolari lisce con i morpholini per Brfl a e Btbdó 
potrebbe rilevare un interessante legame tra miopatie e neuropatie dato che la peristalsi, sia 
in zebrafish che nei mammiferi, è data dalla contrazione dello strato muscolare regolata dai 
nervi enterici. 

L'identificazione dei meccanismi causativi come i difetti neuro-muscolari nelle CIPO 
aprirà nuove prospettive di opzioni terapeutiche mirate nei pazienti, ai quali, al momento, 
non può essere offerto molto più che biopsie di dubbia utilità, il trapianto completo dei 
visceri addominali e la nutrizione cronica parenterale. In effetti, poiché la maggior parte 
dei pazienti CIPO non sa né come né perché la malattia è insorta, l'identificazione dei geni 
responsabili di tale drammatica condizione rappresenterà per loro e per le loro famiglie un 
notevole aiuto almeno nel razionalizzare il loro disagio e nelle prospettive di 
miglioramento futuro. 
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